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@ Composes hydrosoiubies derives d'un homopoiymdre pu copoiymere de i'anliydride maieique, et 
applications desdits composes au support de molecules bioiogiques. 

@ Compose hydrosoluble d6riv6 d'un homopolymSre ou copoiymere de I'anhydride maleique presen- 
tant des fonctions aniiydrldes disponibles et des fonctions anhydrides hydrolysSes, caracteris6 en ce 
que les fonctions anhydride hydroiysSes consistent en des fonctions carisoxyliques et des fonctions 
d^rivSes de fonctions carboxyliques portent un residu d'un compost r^pondant h la formula I : 
Cx Hy Az Ot (I) 

dans laquelle : 

— A est I'atome d'azote d'une foncfion amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufte 
d'une fonction thiol, 

— X, 2 et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

— y est un nombre entier non nul, au moins dgal k 5 quand A est un atome d'azote, et au moins ^gal S 
4 quand A est un atome de soufire. 
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La presente invention concerne un compose hydrosoluble d'un homopolymere ou copolymere de ['anhy- 
dride maleique, un agent d'hydropliilisation d'un tel homopolymere ou copolymfere, un proc§d6 pour preparer 
ledit compose hydrosoluble et enfin les applications du compose prepare. 

Las homopolymferes d'anhydride maleique ou copolymeres a base d'anhydride maleique non hydrolyses 
sont insolubles dans I'eau a pH neutre. lis deviennent peu a peu solubles par reaction d'hydrolyse en milieu 
aqueux, du fait de I'ouverture des cycles anhydride maleique parattaque nuclSophile des molecules d'eau sur 
les fonctions anhydride et ouverture subsdquente des cydes avec' production de fbnctions carboxyiiques. 

Une solubilisation directe en milieu aqueux par hydroiyse des fonctions anhydride presente i'inconvSnient 
d'etre un processus long et difficilement contr6iable. En effel; on ne salt pas oombien de fonctions anhydride 
sont. consommees pour "dissoudre" le poiymere. 

On salt par ailleurs que les homopolym&res ou copbiymeres d'anhydride maleique sont solubles dans cer- 
tains solvants organiques. 

B. SOLOIVION et Y. LEVIN (Biotechnology and Bioengineering, vol. XVI, pages 11 61-1177 (1974)) ont decrit 
un procede de couplage d'une enzyme a des copolymeres 6thyl§ne-anhydride maleique, selon lequel le co- 
polymere d'anhydride maleique dissous dans de l'ac6tone S une concentration de 10 % (poids/volume) est me- 
lange a ufie preparation enzymatique, pour la f bcation de cette derni&ra sur le copolymers. Par effet comp6titif 
entre les molecules d'eau de la preparation enzymatique et les groupements amines de I'enzyme, on obtient 
une hydroiyse du copolymere permettant & la fois sa dissolution et la fbcation de la fraction prot^ique. Depen- 
dant, comme expliqu^ dans cette publication, il se forme un prdcipitd partial du copdym^re ethyiene-anhydride 
maleique au cours du melange de la solution organique contenant le copolymere et de la solution proteique, 
ce qui necessite une etape supplementaire d'agitation pendant au moins une nult, jusqu'e i'obtention de la dis- 
solution complete du precipite. Ce procede n'est done pas entierement satisfaisant car il presente des diff icul- 
tes techniques de mise en oeuvre dOes h la formation de ce precipite. 

Une solution pour pallier ce probieme pourrait etre trouvee dans la publication de Leon GOLDSTEIN et 
al. (Int. J. Biochem. 2,448,1971 . Water-insoluble derivatives of naringinase) qui consiste h meianger le copo- 
lymere d'anhydride maleique dans une solution contenant environ 50 e 70 % d'un solvant organique tel que 
I'acetone, le dimethylformarnide (DMF) ou ie dimethyisulfoxide (DIVISO) pour la dissolution complete du copo- 
lymere et a ajouter la solution de copolymere d'anhydride maleique ainsi obtenue, a une solution aqueuse d'une 
enzyme pour la fixation de cette derniere sur le copolymere. Une phase homogene est effectivement obtenue. 

Dependant, cette solution est particuiierement desavantageuse quand I'enzyme ou toute autre molecule 
biologique e fixer sur I'homopolymere ou copolymere est sensible au solvant organique, risquant d'etre par- 
tlellement voire totalement denaturee et, de ce fait, perdre toute activite biologique. 

Selon DE-A-24 20 747, il est decrit un compose hydrosoluble derive d'un copolymere anhydride maiei- 
que/ethyiene destine a immobiiiser des enzymes. 

Ce derive presente des fonctions anhydride hydrolysees qui consistent en des fonctions carboxyiiques por- 
tant un r6sidu d'une amine choisie parmi I'hydrazine, ie p.p'-diamino-diphenyl-methane (IVIDA) et le diamino- 
1 ,6-hexane. La fixation de I'une ou I'autre de ces amines sur ledit copolymere lui confere une certaine solubilite 
en phase aqueuse, permettant ainsi d'effectuer I'etape de fixation de i'enzyme sur ledit derive en milieu 
aqueux. Dependant, avant i'etape de f bcation, une etape supplementaire d'activation des groupements anhy- 
dride transformes est necessaire. 

La presente invention permet de resoudre les probiemes poses paries solutions actuellement existantes, 
en apportant un compose hydrosoluble derive d'un homopolymere ou copolymere d'anhydride maleique, di- 
rectemenl utilisable pour immobiiiser une molecule biologipue, sans qu'une etape prealable d'activation ne soil 
necessaire. 

Selon I'invention, ce compose presente des fonctions anhydride disponibles ou libres et des fonctions an- 
hydride hydrolysees, les fbnctions anhydride hydrolysees consistent en des fonctions carboxyiiques et des 
fbnctions derivees de fonctions carbc - liques portant un residu d'un compose r6pondant d la formule I : 
CxHyAzOt (I) 

dans iaquelle : 

- A est i'atome d'azote d'une fc amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonctlon thiol, 

- X, z et t independamment les l. ^ jes autres sent des nombres entiers non nuls, et 

T y est un nombre entier non nul, au moins egai k 5 quand A est un atome d'azote, et au molns egai e 4 

quand A est un atome de soufre. 
Les fonctions derivees de fonctions carboxyiiques sont notamment choisies parmi les fonctions ester, ami- 
de, thiocarboxy. 

Quand A est I'atome d'azote, le compose I est avantageusement choisi parmi le tris(hydroxymethyl) ami- 
nomethane, r(amino-2-ethylamino)-2-ethanol, ramino-2-methyl-2-propanediol-1,3, ladiethanolamine, les po- 
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lypeptides et de preference une polytyrosine ou polyglycine, le N-BOC-1,6-diaminohexane et les composes 
ripondant aux formules generales respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH2 
(III) HO-(CH2-CH2)n-0-(CH2-CH2)n-NH2 
5 (IV) HO-(CH2-CHz-0)n-CH2-CH2-NH2 

dans lesquelles n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

De preference n est compris entre 1 et 10 et le compose II est ohoisi parmi i'ethanolamlne et r(amino-2- 
ethoxy)-2-ethanol. 

Quand A est I'atome de souItb, le compost I est avantageusement le mercaptoSthanol. 
10 Les composes hydrosolubles de I'lnvention sont des derives de copolym&res de I'anhydrlde malilque, choi- 

sis parmi les poly (anhydride maleique-ethylene), les poly (anhydride mal6lque-styr§ne), les poly (anhydride 
malelque-propylene), les poly (anhydride malelque-m§thylvinyl6ther). 

De preference, les oopolyn^eres comprennent au moins 5 % de motifs anhydride maleique. 
Le compose hydrosoluble est utilise selon I'invention pour immobiiiser au moins une molecule biologique, 
15 a laqueiie il est lie directement ou indirectement. Ladite molecule biologique est notamment choisie parmi des 
proteines telles que des anticorps ou des fragments d'anticorps ou des antigSnes; des polypeptides; des en- 
zymes; des petites molecules telles que des haptenes; des fi-agments d'acides nudSiques. 

Le terme "fragment d'acide nucleique" tel qu'utilise dans la presente invention, signifie un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel, ou un oligonucleotide natural ou de synthase, ou un ftagment d'ADN ou d'ARN desynthese 
20 non modif le ou comprenant une ou piusieurs bases modif l^es telles que I'lnosine, la methyl-5-desoxycytldine, 
la dimethylamino-5-desoxyuridlne, la disoxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo-5-desQxyuridine ou toute 
autre base modlf iee. 

Ainsi pour immobiiiser des proteines, le compose hydrosoluble de i'invention est ajoute a une solution pro- 
teique, les groupements amines des proteines reagissantpourformerdes liaisons covalentes avecle compose 
25 derive de I'homopciymfere ou copolymers, sur les fonctions anhydride encore disponibles, c'est-a-dire les fonc- 
tions anhydride non hydroiysees. 

Selon un mode d'utilisation particuiier du compose de I'invention, ce dernier estfonctionnalise par inte- 
raction des fonctions anhydride disponibles, avec des fonctions reactives d'un agent de fonctionnalisation, les- 
dites fonctions reactives etant notamment choisies parmi les fonctions amine, thiol et hydroxyle. 
30 Au sens de la presente invention, une fonctionnalisation est une modification chimique de rhomopolymere 
ou copolymere d'anhydride maleique par un agent de fonctionnalisation, en vue de : 

1) son immobilisation directe ou indirecte sur un support solide : par immobilisation directe, on entend la 
f bcation par covalence ou adsorption passive de I'homopolymere ou copolymere sur ledit support solide 
prialablement fonctionnalis6 ou non ; une immobilisation directe peut §tre reallsSe au moyen d'un ligand, 

35 prSalablement fixe sur i'homopolymere ou copolymere, puis fixe chlmiquement sur ledit support solide ; 
par immobilisation indirecte, on entend i'interaction ligand/antlligand entre un ligand fixe sur I'homopoly- 
mere ou copolymere, et I'antiligand ou ligand compiementaire fixe sur le support solide. 

2) son marquage pour ie detector 

3) la fixation indirecte d'une molecule biologique sur ledit homopoiymere ou copolymere. 

40 L'agent de fonctionnalisation est notamment choisi parmi les haptenes, des agents colorants, lumines- 

cents, fiuorescents ou phosphorescents, etdes polymeres naturelsou synthetlques notamment polypeptides, 
polysaccharides et proteines solubles en milieu organique et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

Selon I'invention, II ressort que si la liaison entre le compose de I'invention et la ou les molecules biologi- 
ques est indirecte, le compose est lie i un agent de fonctionnalisation pouvant appartenir au groupe des agents 

45 cites ci-dessus, l'agent de fonctionnalisation etant lui-meme lie a la ou les molecules bioiogiques. 

En outre, ie compose portant la ou les molecules bioiogiques, fonctionnai ise ou non, peut etre lie direc- 
tement ou indirectement a uh support solide. Le compose peut etre directement lie sur un support solide par 
un ligand notamment choisi parmi les polypeptides et la polytyrosine et la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diami- 
nohexane. Quand la liaison entre le compose et ie support solide est Indirecte, le compose est lie d un agent 

50 de fonctionnalisation qui est lie a un agent de fonctionnalisation compiementaire, ce dernier etant lie a un sup- 
port solide. 

Selon I'invention, le compose repondant a la formula I peut §tre k la fols, l'agent d'hydrophlllsatlon et l'agent 
de fonctionnalisation, et est de preference un polypeptide choisi parmi la polytyrosine et la polyglycine ou le 
N-BOC-1 ,6-diaminohexane. 

55 Avantageusement, le support solide est choisi parmi les materiaux naturels, de synthase modifies ou non 

chlmiquement, et notamment parmi les latex, les polymeres du type polychlorure de vinyie, polyethylene, po- 
lystyrene, polyacrylate et les copolymeres du type de ceux a base de styrene. 

Le support solide peut etre sous la forme d'une plaque de microtitration, d'un cone, d'un tube, d'un puits, 
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de billes ou analogues. 

La presents invention concerne Sgalenfient un agent d'tiydipphlllsatlon d'un homopolymere ou copoiym^re 
de {'anhydride maleique, cet agent ripondant a la formule I : 

CxHyAzOt (I) 

s dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertlaire ou Tatome de soufre d'une ° 
fonctlon thiol, 

- X, z et t independanriment les uns des autres sont des nombres entlers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au nf)oins §gal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
10 quand A est un atome de soufre. 

L'agent fiydrophiilisant est un compose soluble a la fois dans I'eau et en mOieu organique, capable de se 
fixer sur I'liomopolymere ou copolymere d'anhydride maleique pour lui confSrer une totale solubility en phase 
majoritairement aqueuse. 

Un autre objet de {'invention est un precede pour obtenir un derive soluble en phase aqueuse ii pH neutre, 
IS d'un homopolymere ou copolymfere d'anhydride maleique consistant : 

- a dissoudre I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

- it faire reagir I'homopolym&re ou copolym&re en solution, avec l'agent hydrophillsant de I'invention, en 
phase organique. 

Pour la mise en oeuvre de ce proced^, et en partlculier pour I'^tape de la dissolution, le solvant employe 
20 estde prifgrence de type aprotique polaire tel que le dimSthyllbrmamide (DMF), le dimethylsullbxide (DMSO), 
la pyridine, la 1,3-dim6thyl -3,4,5,6 t6trahydro-2 (IH)-pyrimidlnone, le dioxane, ou analogues. 

La quantity de solvant k employer depend de la nature chimique de I'homopolymere ou copolymere, de 
son poids moleculaire et de la nature du solvant organique. Aussi pour deux polymeres de poids moleculaire 
identique, le polymere le plus hydrophobe se dissoudra plus facilement dans le solvant organique. La quantity 
25 de solvant est au moins egale ^ la quantite necessaire pour dissoudre i'homopolymere ou cxspolym^re a tem- 
perature ambiante, mais peut etre sup6rieure sans pour autant nuire au bdn deroulement du procede. 

Enf in, un dernier objet de I'invention est un proced6 pour immoblliser une molecule blologique sur un ho- 
mopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique consistant : 

- e dissoudre rhomopoiymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

30 - e fairs rSagir rhomopoiymere ou copolymere dissous avec un agent hydrophillsant selon I'invention, en 
phase organique et 

- e mettre en contact le compose hydrosoluble obtenu avec la molecule biologique, en phase aqueuse. 
Le precede d'immobilisation de I'invention peut en outre comprendre, avant la mise en contact du compose 

hydrosoluble avec la molecule biologique, une etape de fonctionnalisation : 
35 - de I'homopolymere ou copolymere d'anhydride maleique, quand elle est effectuee avant I'etape d'hy- 
drophilisation dudit homopolymere ou copolymere 

- ou du compose hydrosoluble, qiiand elle est effectuee apres I'etape d'hydrophillsation de I'homopoly- 
mere ou copolymere. 

L'etape de fonctionnalisation est effechiee en phase organique avec un agent de fonctionnalisation qui 
40 est avantageusement choisi parmi les haptenes, des agents colorants, luminescents, f luorescents ou phos- 
phorescents et des polymeres naturels ou synthetlques notamment polypeptides, polysaccharides et proteines 
solubles en milieu organique, et le N-BOC-1 ,6-diaminohexane. 

La reaction de fonctionnalisation a lieu S des temperatures comprises entre + 4''C et + 50°C, preferentiel- 
lement entre + 4°C et + 37°C, et plus couramment a temperature ambiante. Le temps de contact entre le ou 
45 les agents de fonctionnalisation et i'homopolymere ou copolymere s'echelonne entre 30 mn et 48 heures, pre- 
ferentiellement entre une heure et24 heures. Une agitation du milieu reactionnel n'est pas toujours indispen- 
sable. 

Les differents objets de I'invention ainsi que leurs Rri;>3Cteristiques et avantages sont a present illustres 
par les exemples 1^6 suivants : 

50 

EXEMPLE 1 

Preparation de composes hydrosolubles derives de copolymeres de I'anhydride maleique 

55 Le Tableau 1 suivant fait apparaitre les conditions de preparation d'un compose hydrosoluble d6riv6 de 

trois copolymeres de I'anhydride maleique respectivement A, B et C : 

Copolymere A commercialise par la Societe POLYSCIENCE sous la reference 3106 
Copolymere B commercialise par la Societe JANSSEN sous la reference 17.923 -77 
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Copolymere C commercialise par la Societe POLYSCIENCE sous la F§f§rence 3102. 

Selon le precede de rinvention, le copolymere est dissous dans un solvant organique anhydre, le dlm§- 
thylformamide (DMF) anhydre, puis I'agent hydrophiiisant, I'ethanolamine, estaddlb'onne en milieu organique. 
La quantity a employer d'agent hydrophiiisant en general et d'ethanolamine en partlculier pour cet exemple, 
5 depend de la nature chimlque du polymere ou copolymere, de la concentration du polymere ou copolymere 
dans la phase organique et du volume de la phase aqueuse. ].a quantity d'agent hydrophiiisant ajoutee depend 
essentiellement de I'hydropliilie intrinseque du polymere ou copolymere. 

Ainsi, le Tableau 1 donne les quantitSs d'ethanolamine n^cessalre pour que 1 00 p.1 de solution de compose 
hydrosolubie d^ive des copolymeres respectivement A, B et C, dilues dans 900 \d de milieu aqueux, fournis- 
10 sent une solution homogene. 


TABLEAU 1 


Copolymfere 50/50 anhydride maieique/P 

A 

B 

C 

P 

styrene 

styrene 

methylvinyl-ether 

Mw (masse mol§cuiaire} 

1600 

50 000 

67 000 

quantiti de copolymere (mg) 

100 

50 . 

15 

DMF (mi) 

1 

1 

1 

ethanolamlne (^1) 

15 

7,5 

1 

% des fonctions anhydride consommees par i'ethanolami- 
ne 

50 

50 

25 


EXEMPLE 2 

30 Immobilisation d'allergenes sur un compose hydrosolubie dferive du copoiymerB anhydride maleique/styre- 
ne, B, de I'exemple 1, puis fixation sur des pgrticuies de latex fonctionnalise 

A 1 ml d'une solution de B dans du DMF anhydre, on ajoute 7,5 nl d'ethanolamine, puis on agite pendant 
30 sec. Dans un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, contenant 0,5 mg/ml d'extrait aqueux Dactyle (Laboratoire 
35 des Stallergenes) on additionne successivement 4 |il de solution de B dlliiee au 1/5 dans du DMF et 200 nl de 
suspension de latex amine k 5 % de taux de solide (Societe BioMerieux) pour obtenir, en final, un volume total 
de 1 ml. Apres agitation douce pendant 18 heures, le iatex est centrifuge 5 mn a 8000 tpm dans une centrifu- 
geuse Eppendorf. Le cuiot est repris dans un tampon glycine 0,1M ; NaCI 0,15 M ; pH8,2 ; BSA5g/l. 

40 * Test d'activite des aiiergenes immobilises : 

Dans une plaque filtrante de microtitration, (Societe Pall) on depose dans chaque puits 100 nl de suspen- 
sion de latex et 50 jil de serum. Apres 3 heures d'incubation a temperature ambiante, on precede a 2 lavages 
en PBS-Tween par filtration sous vide. On introduit ensulte 100 \ii d'antlcorps anti-igE marque a la peroxydase 
45 de raifort et on laisse incuber 1 heure a temperature ambiante avant de laverdeuxfois. Ensuite, on ajoute 250 
\x\ de substrat ortho;ph6nyl6nediamine. Apres 30 mn d'incubation, on bloque la reaction enzymatlque par ad- 
dition de 100 |il de H2SO4, on f litre dans une plaqije de microtitration et la densite optlque du filtrat est lue sur 
un lecteur de plaques, a la longueur d'onde de 492 nm. 

Les resultats (exprimes en unite de D.O.) sont presentes dans le Tableau 2 suivant : 
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TABLEAU 2 




SERUM NEGATIF 

SERUM posrriF 


Temoin LATEX sans 

0,056 

0,387 


copwlymfere 


10 

AUergenes immobilises sur 




copolymfere f\x6 sur 

0,064 

1,050 


LATEX 




Le systeme presents de faibles bruits de fond et le signal specif ique est elev& 
EXEIMPLE 3 

20 Immobilisation d'allergenes sur un composfe dferiv6 du copolymfere antiydride mal6ique/styr&ne, B, de 
I'exemple 1 , puis fixation dudit d6riv6 sur un support soiide 

* Fonctionnalisation par la blotlne puis hydrophilisation du copolymere B 

On ajoute 1 ml de solution de B dans du DMF anhydre a 1 mg de biotine hydrazlde (Pierce) eton 
25 lalsse agir deux heures k temperature amblante. Le copolymere est utillsable tel quel saps aucune Stape 

de purification. 

Ala solution de copolymere fonctionnalise, on ajoute 7,5 ^1 d'6thanolamlne en tant qu'agent liydro- 
philisant. 

* Immobilisation d'allergenes sur la partie non fonctlonnalis6e du derive du copolymere B prepare ci-des- 
30 -sus : 

Ensuite on dilue le copolymere ainsi obtenu au 1/10 dans le DMF et Ton ajoute 2,5 ^1 de melange 
copolymere-biotine a 0,5 ml de solution d'allergenes, extralt Dactyle (Laboratoire des Stallergenes) e 
0,5 mg/mt en taux de proteines. Apres 4 heures d'incubatlon a temperature amblante, on dialyse 18 heu- 
res e + 4°C centre un tampan phosphate 20 mM pH 7,4. 
35 * Fixation de la partie fonctionnalis§e du derive du copolymere B sur un support soiide 

* Test d'activite des allergenes immobilises : 

Apres deux lavages en PBS Tween, on ajoute 50 pi de serum et on incube 2 heures a temperature 
amblante. Apres 2 nouveaux lavages, on ajoute 100 fil d'anticorps anti-lgE marque a la peroxydase, et 
on incube une heure a la m§me temperature. Apres lavage, la reaction enzymatique a lieu pendant 30 
40 min e temperature amblante. Apres blocage par 1 ml d'acide suifurique, la lecture est effectuee k 492 

nm. 

Les resultats exprimes en unite de densite optique sont les suivants ; 
SERUM NEGATIF: 0.014 
SERUM POSITIF: 1,533 
45 Le systeme ainsi obtenu presente un tres faible bruit de fond et un bon signal specif Ique. 

EXEMPLE 4 

Immobilisation d'allergenes sur up copolymere gnhydride maieique/styrehe fopctlonnalls6 et hydrophllls6 
50 par le m6me agent, la polytyroslne 

* Fonctionnalisation du copolymere : 

1 0 mg de copolymere styrene-an hydride maieique de poids moleculaire 360 000 sont dissous dans 
1 ml de DMF. On ajoute ensuite 1 ml d'une solution de polytyrosine (Sigma, poids moleculaire 27 000) 
55 a 2 mg/ml dans du DMSO. On laisse agir 3 heures e temperature amblante. Le copolyniere deviant suf- 

f isamment hydrophile pour etre utilise tel quel dans ies conditions def ixation d'allergenes mises au point. 

* Immobilisation des allergenes : 

A 995 nl de solution d'allergenes a 0,5 mg/ml (extrait Armoise du laboratoire des Stallergenes) dans 
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un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 5 \x\ de solution de copolymere fonctionnalis6, on incube 
4 heures a temperature ambiante. 

* Test d'activite des allergenes immobilises sur le compost hydrosoluble d§rive de B f 1x6 sur cflnes : 
L'allergene ainsi prepar6 est test6 sur ie systeme VIDAS (Marque deposee BioMerieux) apres fixation sur 

les cones selon un protocole def ini par le fabriquant 

Les resultats exprimes en unit§s relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 
SERUM NEGATIF: 116 
SERUM POSITIF : 988 

EXEMPLES 

ImmobilisatlQn d'allerg6nes sur le composi hydrosoluble deriv6 d'un copolymere de I'anliydride malfeique 
fonctionnalise et hydrophllis6 par ie meme agent, le NBOC-1,6-diamlnohexanB 

* Fonctionnaiisation et hydrophilisation du copolymere : 

10 mg de copolymere styrfene-aniiydride maieique de poids moleculaire 360 ODD sont dissous dans 
0,7 ml de DMSO. On ajoute ensuite 0,3 ml d'une solution a 3 mg/ml d'hydrociilorure de N-BOC-1 ,6-dia- 
minohexane (Fiuka) dans du DMSO, contenant 10 jii de tri6tliylarnine (Janssen) par ml de solvanL On 
laisse agir 3 Ineures k temperature ambiante. Le polymfere devient suff isamment hydrophile pour §be 
utilise tel quel, ou dilu6 au demi dans du DMF, dans les conditions def bcata'on d'allergenes mises au point. 

* Immobilisation des allergenes : 

A24go fil de solution d'allergenes a 0,5 mg/ml (extrait Dactyle du laboratoire des Stallergenes) dans 
un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 12,5 ^1 de solution de copolymere fonctionnalisS dilue 
au demi dans du DMF, on Incube 4 heures d temperature ambiante. 
« Test d'activite des allergenes immobilises : 

L'allergfene ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (BioMerieux) apres fixation sur les c6nBS selon 
un protocole dif ini par le fabriquant. 

Les r§sultats exprimSs en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 


SERUM FORTEMENT POSITIF (> 60) : 

13 827 

SERUM POSITIF (15) : 

3 191 

SERUM FAIBLEMENT POSITIF (1,4) : 

1 568 

SERUM TRES FAIBLEME^f^ POSITIF (0,44) : 

255 

SERUM NEGATIF : 

133 


Ces methodes d'immobilisation d'allergenes sur une phase solide selon Exemples 4 et 5 prSsentent un 
net avantage par rapport k celle dScrite dans I'Exempie 3 en ce qiie, etant directes, elles ne nec^ssitent pas 
I'emplol d'un anticorps antibiotine. Le protocole est aise k mettre en oeuvre. 

EXEMPLE 6 

Immobilisation d'anticorps monoclonaux anti-alpha-foeto-prot6ine (anti-AFP) sur le compose hydrosoluble 
derive d'un copolymfere de I'anhydride maieique B ou C de I'exemple 1, fonctionnalis6 par la biotine, puis 
fixation sur support solide portant un anticorps anti-biotine 

* Fonctionnaiisation du copolymere : 

Le copolymere B est fonctionnalise par la biotine et rendu hydrosoluble selon le prototype decrit 
dans I'Exempie 3. 

Le copolymere C est fonctionnalise et rendu hydrosoluble comme suit : 

A 1 ml de solution C, on ajoute 0,1 ml de solution de biotine hydrazide a 2,5 mg/ml. On laisse agir 
pendant deux heures, apres quoi le copolymere fonctionnalise est traits par Tethanolamine. 

* Immobilisation des anticorps sur la partie non fonctionnalisee du derive du copolymere B ou C prepare 
ci-dessus : 

. Aune solution d'anticorps a 0,5 mg/ml en final dans un tampon carbonate pH 8,2, 1 00 mM, on ajoute 
5 |il de solution de compose hydrosoluble fonctionnalise derive du copolymere B ou C. On incube 1 heure 
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a 37° C avant de dialyser 4 heures ^ temperature ambiante contre du PBS. 

* Fixation de la partie fonctionnalisee du compose derive du copolymere B ou C sur un support solide 
portant un antlcorps antibiotine : 

Un anticorps antibiotine a raison de 2 tig d'anticorps par puits est fixe sur une plaque de microtitra- 
5 tion (NUNC, nom commercial) durant 2 heures a 37° C avant saturation en gelatine 0,5 %. On depose 

dans les puits de la plaque ainsi obtenue un volume de solution d'anticorps anti-AFP immobilises. On 
laisse 1 heure i 37°C. 

• Test d'activite des anticorps immobilises : 

Apres 3 lavages en PBS Tween, on introduitune gamme en antigene (AFP). On laisse incuber 1 heure ^ 
10 37°C, on lave 3 fois en PBS Tween. La presence de I'antigene est d6tectee par un conjugue phosphatase al- 
caline- anticorps polyclonal complSmentaire. On incube 1 heure a 37°C. La r6velatioh esteffectuee parlesubs- 
trat paranitrophenyl phosphate (pNPP). Apres blocage aveo NaOH 1N, la lecture s'effectue sur un lecteur de 
plaques, h une longueur d'onde de 405 nm. 

Les r6sultats obtenus sont montres dans la figure 1. La courbe intitulee P3 est cells de I'anticorps seul. 
15 On volt ainsi que ce dernier n'est pas, ou ties peu, adsorb^ non specif iquement par la plaque de microtitration 
revgtue d'anticorps antibiotine. 

La courbe intitulSe AMVE est celle obtenue aveo le copolym&re 0 methyivinyiether-anhydrlde mal^ique. 
La courbe designee SAM est celle obtenue en utilisant le copolymere B styrene-anhydride maieique. Le co- 
polymere methylvinyiether - anhydride maleique donne des signaux plus forts (courbe AMVE) que le copoly- 
20 mere styreneanhydrlde maleique (courbe SAM), toute chose etant egale par ailleurs (concentration en anti- 
corps au mornent du couplage, concentration en biotine sur le polymere). 

Plus hydrophile que le copolymere styrineanhydride maleique, le copolymere methylvinyiether-anhydride 
maleique conserve mieux I'integrite de I'anticorpis en ne provoquant qu'une falble denaturation. 

25 EXEIWPLE 7 

Utilisation d'un compose hydrosoluble derive du copolymere anhydride maieique/methylyinyiether, fonction- 
nalise par la biotine, comma amplif icateur chimique 

Dans divers phdnomenes biologiques, et tout particuiierement dans ie domaine du diagnostic, pour attein- 
dre des niveaux de senslbilitS eieves, il peut etre necessaire d'amplifier artificieilement un signal specifique 
(par exemple : detection de materiel biologique present en faible quantite tel que des ADN ou fragments d'ADN). 

Dans ce but, des quantites croissantes de biotine-hydrazide (Pierce) ont 6te mises en reaction aveo le co- 
polymere anhydride maieique/methylvinyiether, C, de TExempie 2 pour obtenir des copolymeres fonctionnali- 
ses. Ces derniers ont ete traites par I'ethanolamine pour conduire a des composes fonctionnalises hydroso- 
lubles que Ton appelle poly-biotine. 

Dans des puits d'une plaque de microtitration (NUNC), on fixe une quantite constante des diverses poly- 
biotines, par i'intermediaire d'un anticorps antibiotine, immobilise au fond des puits selon la methode decrite 
dans I'exemple 5. La presence de la biotine est reveiee par un conjugue streptavidine - peroxydase qui se fixe 
en fbrmant un complexe avec la biotine. 

La detection, k I'aide de la streptavidine marquee, diluee 1/10 000 en PBS - gelatine 0,5 %', s'effectue de 
la fagon suivante : 

- incubation du conjugue streptavidine-peroxydase pendant une heure k 37°C ; 

- 3 lavages en PBS Tween ; 

- ajout du substrat orthoph§nylenediamine (OPD), blocage par H2SO4 et lecture a 492 nm. 
La figure 2 montre le signal obtenu en fonctipn des quantites de biotine f ix6e sur le poly(methylvinyiether- 

anhydride maleique). On observe qu'il y a une amplification du signal par unfaoteur 6 environ quand on passe 
de 0,05 mg de biotine a 1,5.mg de biotine pour 15 mg de polymere. 

so 

Revendicatlons 

1) Compose hydrosoluble derive d'un homopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique presentant 
desfonctions anhydride disponibles etdesfonctions anhydride hydrolysees, caracteris6 en ce que les fonctlons 
ss anhydride hydrolysees consistent en des fonctlons carboxyliques et des fonctions derivees de fonctlons car- 
boxyliques portant un residu d'un compose repondant k la formule I : 
CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 
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- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atonie de soufre d'une 

fonction thiol, 

- X, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins Sgal k 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
quand A est un atome de soufre. 

2) Compost selon la revendicaUon 1 , caracteris6 en ce que Aest Tatome d'azote et le compose I est choisi 
parmi le tris(hydroxymethyl)amlnom6thane, l'(amlno-2-ethylamino)-2-ethanol, ramlno-2-methyl-2-propane- 
diol-1,3, la dfethanolamlne, les polypeptides et notamment polytyroslne ou polyglycine, le N-BOC-1,6-diami- 
nohexane et les compos6s r6pondant aux formules generales respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH2 
(III) HO-(CH2-CH2)n-0-(CH2-CH2)n-NH2 
(IV) HO-(CH2-CH2-0)n-CH2-CH2-NH2 
dans lesquelles n est un nombre entier oomprls entre 1 et 50. 

3) Composd selon la revendication 2, caracterise en ce que n est compris entre 1 et 10 et le compost II 
est choisi parmi I'^thanolamlne et r(amlno-2-6thoxy)-2-6thanol. 

4) Compost selon la revendication 1, caracteris6 en ce que A est I'atome de soufre et le compose I est le 
mercaptoSthanol. 

5) Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que les copolym6res de I'anhydride maleique sont 
choisis parmi les poly (anhydride malSlque-ethyl6ne), les poly (anhydride malSique-styrene), les poly (anhy- 
dride mal6ique-propyl&ne), les poly (anhydride malelque-mSthylvinylether). 

6) Compos6 selon la revendication 5, caracterise en ce que le copolymere de I'anhydride maleique 
comprend au moins 5 % de motifs anhydride mal§ique. 

7) Compose seion la revendication 1 , caracterise en ce qu'il est lie directement ou indirectement a au moins 
une molecule biologique choisie parmi les prot§ines, ies anticorps, fragments d'antlcorps ou antigfenes, les po- 
lypeptides, les enzymes, les haptenes. les fragments d'acides nucleiques. 

. 8) Compost selon la revendication 1 ou 7, caracterise en ce qu'il estfonctionnalis§ par interaction des fonc- 
tions anhydride disponibles, avec des fonctions r6actives d'un agent de fonctionnallsation, ledit agent de fonc- 
tion nalisation etant choisi parmi les haptenes, des agents colorants, luminescents, fluorescents ou phospho- 
rescents etdes polymeres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, polysaccharides et prot6ines so- 
lubles en milieu organique, et le N-BOC-1,6-diamlnohexane. 

9) Compose selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'il est lie h un agent de fonctionnalisation 
lui-mSme lie d une molecule biologique. 

10) Compose selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'il est immobilise directement ou indirec- 
tement sur un support solide. 

11) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est immobilise sur un support solide par 
un llgand choisi parmi la poiytyrosine, la polyglycine etie N-BOC-1,6-dlamlnohexane. 

12) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est lie a un agent de fonctionnalisation lui- 
rn§me lie a un agent de fonctionnalisation compiementaire, ce dernier etant lui-meme lie i un support solide. 

13) Compose selon la revendication 11, caracterise en ce que le compose repondant k la formula I est A 
la fois I'agent hydrophilisant et I'agent de fonctionnalisation. 

14) Compose selon la revendication 13, caracterise en ce que I'agent hydrophilisant est choisi parmi la 
poiytyrosine, la polyglycine etIe N-BOC-1,6-diaminohexane. 

15) Agent d'hydrophilisation d'un homopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique caracterise en 
ce qu'il repond k la formule I : 

CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
quand A est un atome de soufre. 

16) Procede pour obtenir un derive soluble en phase aqueuse a pH neutre, d'un homopolymere ou copo- 
lymere d'an hydride maleique caracterise en ce que : 

- on dissout I'homopolymere ou copolymere dans un solvent organique anhydre et 

- on fait reagir rhomopolymere ou copolymere en solution, avec un agent hydrophilisant, selon la reven- 
dication 15, en phase organique. 

1 7) Procede pour immobiiiser une molecule biologique sur un homopolymere ou copolymere de I'anhydride 
maleique caracterise en ce que : 


EP 0 561 722 A1 


- on dissout rhomopolymfere ou copolymere dans un solvant organique anhydre, et 

- on fait r^agir rtiomopolym^re ou copolymere dissous avec un agent hydrophilisant selon la revendication 
15, en phase organique 

- on met en contact le compo5§ hydrosoluble obtenu avec la molecule biologlque, en phase aqueuse. 

18) ProcSdi selon la revendication 17, caractSrIse en ce qu'avant la mise en contact du compose hydro- 
soluble avec la molecule biologique, on fonctionnalise I'homopolym&re ou copolymere d'anhydride maleique 
au moyen d'un agent de fonclionnalisation, en phase organique. 
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